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zur Isolierung und Reinigung von Zuckernukleotiden, 
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Acetyl-Neuramin-sdure (CMP-Nana). aus biologischen 
Queilen. Aus einer durch alkoholische Fdllung von Pro- 
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lierung lediglich ein nachlblgender Entsalzungsschritt 
notwendig ist. 



CD 
CO 

O 



LU 



Primed by Rank Xerox (UK) Business Services 
2.9.15/3.4 



Pa tent # EP 704 536 A1 r htt p://vww.q etthepatent. com/Log in ■dog/$tasha/Fe tch/EP000704536A1 .cp c? pnum=EP000704536A1 toolbar=bottompart=main ] Page 2 of 7 



EP0 704 536A1 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Zuckernu- 
kleotiden. insbesondere von Cytidin-Monophosphatakti- 
vierter N-Acetyl-Neuraminsaure (CMP-Nana), aus 
biologischen Queilen. 

ZuckermolekQIe finden sich in alien Zellen und 
haben eine groBe Bedeutung fQr die Lebensvorgdnge. 
Sie dienen nicht nur als Nahrungsgrundlage, sondern 
haben auch grolBe Bedeutung als Stutzfunktion (Zell- 
wdnde) und in den Nukleinsduren. Zucker sind als Mono- 
mere, Oligomere und Polymere in der Natur vorhanden. 

Damit Zuckermolekule intrazelluldr mit anderen 
Molekulen chemisch verbunden bzw. polymerisiert wer- 
den kfinnen, mOssen sie vorher aktiviert werden. Diese 
Aktivierung eiiolgt entweder uber eine Aniagerung von 
Phosphat Oder Qber die Derivatisierung mit Nukleotiden. 
Beide Reaktionen werden von speziellen Enzymen 
(Kinasen bzw. Glycosyltransferasen) katalysiert und 
sind hdufig nacheinander geschaltet. In biologischen 
Zellen sind die einzelnen Zucker meist mit einem 
bestimmten NuMeosid-Diphosphat verknQpft, das die 
Aktivierung bewirkt. Im Falle der N-Acetyl-Neuramin- 
sdure ist es beispielsweise das Cytidin, welches jedoch 
als 5-Monophosphat, d. h. als Cytidin-Monophosphat- 
N-Acetyl'NeuraminsSure vorliegt. 

Bel Bakterien (z. B. Neisserien, Streptocoocen) ist 
N-Acetyl-Neuraminsdure (Nana), neben weiteren Zuk- 
kern, als Polymerbestandteil (Heteropolymer) auf Zell- 
oberfldchen vorhanden. Dabei liegt Nana in 
verschiedenen Verknupfungen vor; bei E. coli z. B. als 
extrazelluldres Homopolymer. der Colominsdure. Hier 
findet sich jedoch stets die 2,8- und 2.9-Verknupfung 
(Reglero et al., Int. J. Biochem., Vol. 25. No. Il.p. 1517- 
1527. 1993). 

Die Biosynthese dieser Zeilwandbestandteile 
geschiehtintrazelluiar. Zundchstwird Nana nfiit Hilfedes 
Enzyms CMP-Nana-Synthase (EC 2.7.7.43) unter Ver- 
brauch von Cytidin-Triphosphat (CTP) zu CMP-Nana 
aktiviert (Kean. Glycobiol.. Vol. 1. No. 5, p. 441-447, 
1991) und anschlieBend mittels Sialyltransferasen zu 
Polymer-Untereinheiten verbunden. Diese Polymer- 
Untereinheiten werden mit Hilfe eines Lipid-Carriers aus 
den Zellen geschleust und extrazellul&r zu einem Mole- 
kul, dem eigentlichen Polymer, verknupft (Shockman 
und Barrett, Ann. Rev. Microbiol., Vol. 37. p. 501-527, 
1983). 

Auch in eukaryontischen Zellen findet sich N-Acetyl- 
Neuraminsdure, die auBer auf der Zellwand auch hduf ig 
als endstdndiges Molekul bei Zuckerketten an Glykopro- 
teinen vorkommt. Diese Zuckerketten dienen der Erken- 
nung der Zellen untereinander oder sind fur die 
Strukturerhaltung der Proteine notwendig. 

Die Bedeutung der Oligosaccharide in biologischen 
Prozessen wird zunehmend als Mdglichkeit fur thera- 
peutische Eingriffe angesehen. So wSren Pharmazeu- 
tika (z. B. entzundungshemmende Wirkstoffe) auf 
Oligosaccharid-Basis denkbar (WO 91/19502. WO 



92/22661. WO 92/22565, WO 92/22563 europ. Offenle- 
gungsschrlften 0089 938. 0089 939. 0089 940). Proble- 
matisch ist hierbel jedoch die Herstellung ausreichender 
Mengen an Oligosacchariden, die aus spez'rf isch mitein- 

5 ander verknupften Monosaccharlden aufgebaut sind. 
Durch die hohe Anzahl funktioneller Gruppen sind von 
einem Ollgosaccharid viele verschiedene Isomere und 
verschiedene VerknupfungsmOglichkeiten vorstellbar, 
von denen lediglich eines die gewunschte biologische 

10 Aktivitat aufwelst. Eine ausschlieRlich chemische Syn- 
these von Oligosacchariden mit der gewQnschten Kon- 
f iguration verlangt den Einsatz von Schutzgruppen, ist 
umstdndlich und kostenintensiv. 

Ein Einsatz von Enzymen zur Herstellung dieser bio- 

75 logisch aktiven Oligosaccharide wdre dazu eine wOn- 
schenswerte Alternative. Diese Enzyme 
(Glycosyltransferasen) sind in biologischem Material 
ubiquitdr vorhanden und kOnnen daraus Isoliert werden 
(z. B. Beyer et al., Mv, Enzymol., Vol. 52, p. 23-175. 

20 1 981 ). Sie besitzen eine hohe Spezif itdt in Bezug auf das 
Substrat und den Akzeptor und somit auf die Art der che- 
mischen VerknQpfung und eriauben teilweise sogar den 
Einsatz von Derivaten. 

Bei der VenA/endung dieser Glycosyltransferasen ist 

25 die Anwesenheit von ZuckernuWeotiden als Donor-Sub- 
strate erforderlich. Diese Zuckernukleotide sind teuer, 
chemisch ab und aufwendig zu isolieren. Eine Alterna- 
tive zur Herstellung der Zuckernukleotide mit Enzymen 
ist die chemische Totalsynthese, die jedoch ebenfalls 

30 sehr aufwendig und teuer ist. 

Eine direkte Isolierung der Zuckernukleotide aus 
biologischem Material ist denkbar. Diese Molekule lie- 
gen jedoch Intrazelluiar in sehr geringer Konzentration 
vor, sodaB sich eine Aufarbeitung nur in bestimmten FSI- 

35 len lohnt. Bei aufwendigen Aufarbeitungsschritten 
kommt es hdufig zu einer spontanen Zersetzung der 
Molekule und damit zu einer geringeren Ausbeute. 

Daher ist ein verbessertes. zeitsparendes Vertehren 
zur Isolierung von Zuckernukleotiden direkt aus biologi- 

40 schen Queilen ohne die vorangehende Isolierung der 
Enzyme, die Zuckernukleotide synthetisieren, wOn- 
schenswert. 

Bereits 1959 wurde CMP-Nana im E. coli Stamm K- 
235 (ATCC 13027) detektiert und aus den Zellen isoliert 

45 (Comb etal., J. Am. Chem. Soc.. Vol. 81, p. 5513-5514). 
Die Zellen wurden dazu mit Ultraschall aufgeschlossen 
und das CMP-Nana mit Hilfe eines Anionenaustau- 
schers gereinigt (Dowex-1 , CI" ; Elution mit LiCI). In einer 
weiteren Arbeit (Comb et al., J. Biol. Chem.. Vol. 241 , Nr. 

so 23, p. 5637-5642. 1966) wind zur Isolierung von CMP- 
Nana vorgeschlagen. nach Lyse der Zellen mit verschie- 
denen Methoden (Ultraschall, French press etc.) 
zundchst NuMeotide und Proteine mit Ethanol zu fallen. 
Dazu werden die Zellen zunachst in Gegenwart von Ace- 

55 ton getrocknet. mit 80 % Ethanol versetzt. bei Raumtem- 
peratur fur 12 Stunden stehen gelassen und 
abzentrifugiert. Die NuWeotide in dem Extrakt werden an 
einen lonenaustauscher (Dowex-1, HCO3-, 200-400 
mesh) gebunden und mit Triethylammonium-Hydrogen- 
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carbonat bei pH 7,4 eluiert. Der Anteil an CMP-Nana an 
der NuMeotid-Gesanitmenge betrdgt je nach Qualitdt 
der Zellen 1 bis 1 0 %. Bei der Aularbeitung treten jedoch 
Probleme auf. So muB der lonenaustauscher Ober meh- 
rere Stunden mit 80 %igem ethanolischem Puffer aqui- 
llbriert werden, und wahrend der Elution kommt es zu 
einer Verringerung der Fliel3gescliwindlgkeltdes Puffers 
in der Sdule (Zeitfal^tor). 

Die CMP-Nana-haltigen Fraktionen werden schlieBlich 
vereinigt und mittels Papierchromatographie Oder mittels 
Chromatographie an Sephadex® G-25 welter gereinigt. 

Bei den beschriebenen Verfahren liegt der Nachteil 
insbesondere darin, da3 gemessen am potentiellen 
Bedarl an CMP-Nana lediglich geringe Mengen an 
CIVIP-Nana mitgroBem Aufwand, zeitlich undkonomisch 
und schwer reproduzierbar bereitgestellt werden kOn- 
nen. 

Fur alle ubrigen ZuckernuMeotide ist eine Isolierung 
mit den oben angegebenen Methoden denkbar. 

Neben der MOglichkeit Zuckernukleotide aus Zellex- 
trakten zu isolieren. ist man teitweise dazu ubergangen. 
die Enzyme fOr die Herstellung der aktivierten Zucker zu 
isolieren und fur eine Synthese einzusetzen. Fur diese 
Herstellprozesse f inden sich vielfSltige Beispiele in der 
Literatur. NuWeotid-aktivierte Zucker sindz. B. UDP-GIu- 
kose, UDP-Galaktose, UDP-N-Acetyl-Glukosamin. 
UDP-N-Acetylgalaktosamin, UDP-Glukuronsdure, 
GDP-Fucose, GDP-Mannose, dTDP-Glukose, dTDP- 
Galaktose und CMP-N-Acetyl-NeuraminsSure. 

Nachfolgend sind einige Arbeiten zitiert, die sich mit 
der enzymatischen Herstellung von CMP-Nana und 
deren Aufarbeitung beschdftigen. So synthetisierten 
Shames et al. (Glycobid.. Vol. 1 . No. 2. p. 1 87-1 91 . 1 991 ) 
mit Hllfe der In einen E. coIi-Uberexpressionsvektor klo- 
nlerten CMP-Nana-Synthase CMP-Nana und einige 
Derivate, diedurch Fdllung mittels Ethanol und anschlle- 
Bender Trocknung isoliert wurden. Liu et al. (J. Am. 
Chem. Soc.. Vol. 114. p. 3901-3910. 1992) reinigten 
CMP-Nana aus einem enzymatischen Reaktionsansatz 
zur Abtrennung der Nukleotide durch Chromatographie 
an einem Anionenaustauscher (Dowex-1. Formlat- 
Form) und anschlleBend zur Abtrennung des uberschus- 
sigen Ammonium-Blcarbonates durch Chromatographie 
an einem l^ionenaustauscher (Dowex 50W-X8, H*- 
Form). Andere Autoren stellen CMP-Nana ebenfalls 
enzymatlsch her und reinigen das Produkt mit Hllfe der 
prdparatlven HPLC (Gross et a!., Joint Meeting. Basel, 
Vol. 366, p. 795-796, 1 985), durch BIndung an Aktlvkohle 
und nachfblgender Elution mit 0. 1 M NH4CI in 50 % Etha- 
nol (Shoyab et al., J. Neurochem., Vol. 11, p. 639-646, 
1964), durch Relnigung mittels Papierchromatographie 
auf Whatman 3MM-Biattern (van den Eijnden und Dijk, 
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., Bd. 353, p. 1817- 
1820. 1972), Oder mit Hilfe einer Kieselgel-Sdulenchro- 
matographie (Aug6 und Gautheron, Tetrahedron Lett.. 
Vol. 29, Nr. 7, p. 789-790, 1988). Diese und andere Auto- 
ren reinigten CMP-Nana mit einem Propanol:Wasser- 
(7:3) Gemisch. bzw. mit einem Ethanol:Ammonium-Ace- 



tat pH 6,5- (7:3) Laufmittelsystem (Higa und Paulson, J. 
Biol. Chem., Vol. 260, p. 8838-8849, 1985). 

Bei alien Qbrlgen Zuckernukleotiden sind vergleich- 
bare Relnigungsprozesse bekannt und beschrieben. 

5 Dem Fachmann bekannte Verfahren zur enzymatischen 
Herstellung von NuWeotid-aktivierten Zuckern sind z. B. : 
Kittelmann et al.. Annals New York Acad. Sci., Vol. 672. 
Enzyme Engineering, p. 444^450, 1992; Makino et al.. 
Tetrahedr. Lett., Vol. 34. p. 2775. 1993; Martin etal.. Vol. 

10 34. p. 1765. 1993; Europ. Patentanmeldung 0524 143 
Al ; Ikeda, CartDOhydr. Res., Vol. 242, p. 123. 1992; Kean, 
Glycobiol., Vol. 1, p. 441, 1991; Ichikawa et al., J. Org. 
Chem., Vol. 57, p. 2943, 1993; Adelhorst et al.. Carbo- 
hydr. Res., Vol. 242 p. 69. 1993; Schmidt et al., Lieb. Ann. 

15 Chem., p.121, 1991; Stiller et al., Lieb. Ann. Chem., p. 
467. 1992; Heidlas et al.. J. Org. Chem.. Vol. 57. p. 146. 
1992; Heidlas, Acc. Chem. Res., Vol. 25, p. 307, 1992; 
Simon et a!., J. Org. Chem., Vol. 55, p. 1 834, 1990; Wong 
et al.. J. Org. Chem.. Vol. 57, p. 4343, 1992; Pallanca et 

20 al.. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, p. 3017, 1993. 

Aufgrund der oben enwahnten MOgllchkeiten der 
Erforschung des Potentials an Pharmazeutika auf Oligo- 
saccharid-Basis und deren Aufbau uber enzymatische 
Glykosylierungsreaktionen besteht daher ein Bedurfnis 

25 nach einem Verfahren zur Herstellung von Zuckernu- 
kleotiden in beliebiger Menge und in gleichbleibender 
Qualitat. 

Aufgabe der vorllegenden Erf indung ist es, ein ver- 
bessertes Verfahren zur Isolierung von Zuckernukleotl- 

30 den aus blologischen Quellen (Extrakten Oder 
enzymatischen Ansatzen) bereitzustellen. das die ein- 
gangs envdhnten Nachteile des Standes der Technik 
nicht aufweist. 

Die gestellte Aufgabe wird geldst durch ein Verfah- 

35 ren zur Isolierung und Relnigung von Zuckernukleotiden 
aus blologischen Quellen, bei welchem eine notwendl- 
genfalls von unlOsiichen Zellbestandteilen befreite, zuk- 
kernuMeotidhaltige LOsung, die ein Zellextraktoder eine 
ReaktionslOsung eines enzymatischen Reaktionsansat- 

40 zes sein kann, nach Entfernung gelOster Proteine mittels 
alkohollscher Proteinfailung bis zur Trockne eingeengt. 
der resultierende. zuckernukleotidhaltige Ruckstand in 
einem Laufmittelgemisch aufgenommen und an Klesel- 
gel chromatographiert wird. dadurch gekennzeichnet, 

45 daB der zuckernukleotidhaltige RQckstand in einem aus 
einer Mischung eines kurzkettigen Alkohols mit einer 0.5 
bis 1 molaren waBrigen Ldsung eines Ammoniumsalzes 
In einem Volumenverhaitnis von 1:1 bis 1:10 bestehen- 
den Laufmittelgemisch aufgenommen, mit trockenem 

50 Kieselgel vermengt als zahe Masse von honigartiger 
Konsistenz auf eine chromatographische Saule mit han- 
delsubllchem Kieselgel beliebiger KorngrdBe als statio- 
narer Phase aufgetragen und mit dem genannten 
Laufmittelgemisch unter Druck eluiert wird. 

55 Vorzugsweise besteht das Laufmittelgemisch aus 
einer Mischung eines kurzkettigen Alkohols mit einer 0,5 
bis 1 molaren waBrigen L6sung eines Ammoniumsalzes 
In einem Volumenverhaitnis von 1:1 bis 1:2. insbeson- 
dere in einem Volumenverhaitnis von 1 :1 .25. 
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5 EP0 704 

Die wdBrige LOsung des Ammoniumsalzes ist vor- 
zugsweise 1 molar. 

Vorzugsweise rst im Laufmittelgemisch der kurzket- 
tige Alkohol 2-Propanol. das Ammoniumsalz Triethylam- 
moniumhydrogencarbonat. s 

Das erfindungsgemdBe Verfahren eignet sich 
besonders gut zur Isolierung und Reinigung von Cytidin- 
Monophosphat-N-Acetyl-Neuraminsdure (CMP-Nana). 

Das erfindungsgemSBe Verfahren eignet sich 
jedoch auch zur Isolierung und Reinigung sdmtlicher io 
ubrigen nuMeotidaktivierten Zucker und deren Derivate 
aus biologischen Quelten (Zeliextrakte und enzymati- 
sche Ansdtze), insbesondere zur Isolierung und Reini- 
gung von Derivaten von CMP-Nana. die aus 
enzymatischen Ansdtzen gewonnen wurden. is 
Als Derivate der N-Acetyl-Neuraminsdure seien hier 
genannt: N-Acetyl-4-O-Acetyl-Neuraminsdure 
(Neu4,5Ac2), N-Acetyl-9-O-Acetyl-Neuraminsaure 
(Neu5,9Ac2), N-Acetyl-7.9-di-0-Acetyl-Neuraminsaure 
(Neu5,7,9Ac3), N-Acetyl-Q-O-Lactoyl-NeuraminsAure 20 
(Neu4Ac9Lt). N-Acetyl-4-0-Acetyl-9-0-l-actoyl-Neura- 
minsdure (Neu4,5Ac29Lt). N-Acetyl-Neuraminsdure-9- 
Phosphat (Neu5Ac9P), N-Glycolyi-Neuraminsdure 
(NeuSGc). N-Glycolyl-9-O-Acetyl-Neuraminsaure 
(Neu9Ac5Gc). N-Glycolyl-9-O-Lactoyl-Neuraminsfiure ss 
(Neu5Gc9Lt), N-Glycolyl-Neuraminsaure-8-Sulfat 
(Neu5Gc8S). AuBerdem kommen noch dazu: 5-Azido- 
Neuraminsdure, N-Acetyl-9-Azido-9-Deoxy-Neuramin- 
saure, N-Acetyl-9-Acetamido-9-Deoxy-Neuraminsaure, 
CarbomethoxyN-Acetyl-Neuraminsaure und Carboben- 30 
zyloxy-N-Acetyl-Neuraminsaure. 

Nachfblgend wird das Verfahren gemaB der vorlie- 
genden Erfindung ausgehend von einer Zuckernukleo- 
tid-ha!tigen LOsung (Zellextrakt oder enzymatischer 
Ansatz) detailiiert beschrieben. 3S 

Die Zuckernukleotid-haltige l^sung wird mit Alko- 
hol, z. B. Ethanol Oder Propanoi biszu einer Endkonzen- 
tration von 40 bis 60 %, insbesondere etwa 50 % 
(V0I./V0L) gemischt und eine Stunde bei 4*^0 inkubiert. 
Die ausgefallenen Proteine, sowie die unlOslichen Zell- 40 
bestandteile und, falls venA/endet. Glasperlen, werden 
durch geeignete Weise abgetrennt und der verbliebene 
Uberstand im Vakuum eingeengt (einrotiert bzw. lyoph- 
ilisiert). 

Der zur Trockne eingeengte Oberstand wird in dem 4S 
Laufmittel fur die anschlieSende Kieselgel-Saulenchro- 
matographie gelOst und mit trockenem Kieselgel ver- 
mischt, so da3 eine zdhe Masse von honigdhnlicher 
Konsistenz entsteht. Als Laufmittel eignet sich eine 
Mischung aus kurzkettigen Alkoholen und 0,5 bis 1 mola- so 
ren waGrigen LOsungen von Ammoniumsalzen im Volu- 
menverhaitnis von1 :1 bis 1 :10. vorzugsweise 1 :1 bis 1 :2. 
Besonders eignet sich als Laufmittel ein Gemisch aus 2- 
Propanol und einer 1 M wdBrigen LOsung von Triethylam- 
moniumhydrogencarbonat im Volumenverhaitnis von ss 
1:1,25. Handelsubliche Kieselgele beliebiger KbrngrO- 
BenkOnnenfurdielrennung eingesetzt werden. Dieauf- 
getragene Mischung wird unter Druck eluiert. 
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Die aufgefangenen Fraktionen werden mittels 
geeigneter Detekb'onsverfahren untersucht, bevorzugt 
mit Hilfe der DOnnschicht-Chromatographie (DC) oder 
der HPLC. Die DC kann auf einem geeigneten Trager (z. 
B. Kieselgel-60 HPTLC-Platten o. a.) durchgefuhrt wer- 
den. Dabei bietet sich als Laufmittel das oben erwahnte 
Elutionsmittel an. FQr die Analytik mit Hilfe der HPLC bie- 
ten sich die Uteratur-Qblichen Detektlonsmethoden an 
(z. B. Petrie 111 und Kbrytnyk, Anal. Blochem., Vol. 131, 
p. 153-159. 1983). 

In der Regel ergeben sich nach einer Kiesetgel-Sau- 
lenchromatographie zuckernukleotkihaltige Fraktionen 
mit unterschiedlicher Reinheit, die je nach Anteil an Ver- 
unreinigungen mit Hilfe einer Anionenaustausch-Chro- 
matographie weiter gereinigt, oder aber ledigiich mit Hilfe 
einer Gelfiltration entsalzt werden mOssen. Alle das 
gewunschte Produkt enthattenden (positiven) Fraktio- 
nen werden je nach ihrem Anteil an Verunreinigungen 
vereinigt und unter Vakuum eingeengt. 

Diejenigen Fraktionen, die weiter mit einer Anionen- 
austausch-Chromatographie gereinigt werden mOssen, 
werden in einem geeigneten Laufmittel gelOst, insbeson- 
dere in dem Laufpuffer der Sdule. Die weitere Chroma- 
tographie veriauft nach dem vom Hersteller 
angegebenen Elutionspuffer. je nach Art des venA/ende- 
ten Anionenaustauscher-Materials. Positive Fraktionen 
werden mit den o. a. Detektionsverfahren detektiert, im 
Vakuum eingeengt und mit Hilfe einer Gelfiltration weiter 
entsalzt und gereinigt. 

Fraktionen, die nicht mit einer Anionenaustausch- 
Chromatographie gereinigt werden mOssen. kOnnen 
direkt mit Hilfe einer Gelfiltration (z. B. Biogel P2, Sepha- 
dex G 10 bis G 200) weiter gereinigt bzw. entsalzt wer- 
den. Das Produkt eluiert dabei als das 
Triethylammonium-HydrogencailDonatSalz. Positive 
Fraktionen werden mit den angegebenen Detektionsver- 
fahren ermittelt, im Vakuum eingeengt und bei -20'*C 
gelagert. 

Die so gereinigten Zuckernukfeotide zetgen in der 
NMR-Spektroskopie identische Signale im Vergleich mit 
Literatur-Spektren. 

Die Produkte zeigen sich in biologischen Tests, d. h. 
bei der Ubertragung des Zuckers mit Hilfe einer entspre- 
chenden Gycosyltransferase, aktiv. 

Die fblgenden Belspiele dienen zur Illustration der 
Erfindung und sollen diese in keiner Weise elnscfiran- 
ken. 

Beispiel 1 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von nuMeotidaktivierten Zuckern soil am 
Beispiel der Isolierung von Cytidin-Monophosphat-N- 
Acetyl-Neuraminsaure (CMP-Nana) aus E. coli Z3626 
naher erldutert werden. Dieser Bakterienstamm ist lite- 
raturbekannt (Steenbergen et al., J. BacterioL, Vol. 174, 
p. 1099). Der venwendete E. coli-Stamm besitzt eine 
Mutation in der Sialyftransferase. die das intrazelluldr 
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entstandene CMP-Nana polymerisiert. Durch diesen 
Defekt hauft sich intrazelluiar CMP-Nana an. 

a) Anzucht und Fermentation des Stammes E. coW 
Z3626 5 

Der Stamm wachst in einem in der Literatur (Uchida 
et al.. Agr. Biol. Chem., Vol. 37, Nr. 9. p. 2105-2110. 
1973) beschriebenem Medium. Dieses wurde in seiner 
Zusammensetzung auf eine hohe intrazeiluldre Konzen- 
tration von CMP-Nana hin weiter optimiert. 

Optimierung der C-Quelle: 
Es wurden verschiedene C-Quellen verwendet (Laktose. 
Saccharose, Maltose, Glukose, Galaktose, Sorbit, Man- 
nose, Glycerin). Dabei enn^ies sich Glukose als das am 
besten geeignete Substrat. 

Optimierung der GluKose-Konzentration: 
Fur die Bildung von CMP-Nana enAries sich 30 g/l Glu- 
kose als die optimale Konzentration. 

Optimierung der N-Quelle: 
Es wurden fOr die Optmimierung sowohl komplexe als 
auch definierte N-Quellen venvendet. Dabei zeigte sich 
mit Hefeextrakt die beste Ausbeute. 

Optimierung der Hefeextrakt-Konzentration: 
Fur die Bildung von CMP-Nana erwies sich 2 g/l als die 
optimale Konzentration. 

Optimierung der Kuitivierung: 
Der Stamm zeigt die hOchsten intrazelluldren CMP- 
Nana-Konzentrationen bei einer Kultivierungstempera- 
tur von 30 bis AO^'C und einer Kultivierungsdauer von 16 
bis 24 Stunden bei guter Belflftung und einem pH-Wert 
von 6 bis 8. 

IntrazellulSre CMP-Nana-Kbnzentration unter den 
optimierten Bedingungen: Es werden mit dem Stamm 
etwa ISOmg CMP-Nana/101 Kultur gebildet. 

Beispiel 2 

Gewinnung und Autbruch der Zellen 

Sobald die Zelldichte einen ausreichenden Wert 
erreicht hat. d. h. nach etwa 16 bis 30 Stunden, wird die 
Kuitivierung abgebrochen. Die Zellen werden durch Zen- 
trifugation geerntet und mit einer PufferlOsung wie etwa 
Tris/HC1 10 bis 100 mM. pH 6 bis 8 gewaschen. Dlesedi- 
mentierten Zellen werden in einem geeigneten Puffer 
(s.o. und unter Zusatz von EDTA 1 bis 10 mM und NaF 
0.1 bis 1 mM) resuspendiert und in ubiicher Weise, z. B. 
durch SchQtteln mit feinen Glasperlen, Ultraschailbe- 
handlung Oder French press, in der Kaite aufgeschlos- 
sen. Erieichternd kann dazu noch Lysozym (1 bis 10 
mg/ml) verwendet werden. Diese Mischung wird als 
CMP-Nana Quelle (Rohextrakt) venA/endet. 
Durch die anschlieBende Zugabe von Ethanol bis zu 
einer Endkonzentration von 50 % kommt es zur Failung 
der Protein e. Nach Inkubation bei 4°C fur 1 Stunde wird 
zentrifugiert und der Uberstand im Vakuum eingeengt 
(einrotiert bzw. lyophilisiert). 



Beispiel 3 

Reinigung von CMP-Nana mit Hilfe einer Kieselgel-Sdu- 
lenchromatographie 

Der so zur Trockne eingeengte Uberstand wird in 
etwas IsopropanohIM Triethylammonium-Hydrogencar- 
bonat im Volumenverhditnis 1:1,25 (Laufmittel der Kle- 
selgel-Sdule) gelOst und mit trockenem Kieselgel 
vermischt, so daB eine Masse von honigahnlicher Kon- 
sistenz entsteht. Diese Mischung wird auf eine Kiesel- 
gel-SSule aufgetragen, m'rt dem Laufmittel unter Druck 
eluiert und fraktioniert aufgefangen. Die Venvendung 
von Triethylammonium-Hydrogencarbonat-Puffer ist 
wichtig, da sodas Produkt in seiner stabilsten Salz-Form 
gewonnen werden kann. 

Die Fraktionen werden mittels geeigneter Detektionsver- 
fehren untersucht, bevorzugt mit Hilfe der DOnnschicht- 
Chromatographie (DC) Oder mit Hilfe der HPLC. Die DC 
kann auf einem geeigneten Trager (z. B. Kieselgel 60 
HPTLC-Platten (Merck) o. a.) durchgefOhrt werden. 
Dabei bietet sich ein Laufmittel mit der Zusammenset- 
zung IsopropanohIM Amnx)nium-Acetat 2,4:2 an. 
Fur die Analytik mit Hilfe der HPLC bieten sich die Lite- 
ratur-ubliche MeBmethoden an (z. B. Petrie III und Koryt- 
nyk. Anal. Biochem.. Vol. 131. p. 153-159, 1983). 

In der Regel ergeben sich nach der Kieselgel-Sau- 
lenchromatographie unterschiedliche Reinheitsstufen. 
die je nach Anteil der Verunreinigung mit Hilfe einer Anio- 
nenaustauscher-Chromatographie weiter gereinigt, 
Oder aber lediglich mit Hilfe einer Gelfiitration (z. B. Bio- 
gel P2 200 bis 400 mesh (Biorad) Oder Sephadex G-10 
(Pharmacia)) entsalzt werden mussen. 
Alle positiven Fraktionen werden je nach Ihrem Anteil an 
Verunreinigungen vereinigt und unter Vakuum einge- 
engt. 

Diejenigen Fraktionen, die weiter mit einer Anionenaus- 
tausch-Chromatographie gereinigt werden mOssen, 
werden in dem Laufmittel der Anlonenaustausch-Chro- 
matographie geldst und auf die Saule aufgetragen. 

Bevorzugt wird dazu eine Anionenaustausch-Chro- 
matographie mit Dowexdurchgefuhrt. 
Fraktionen. die nicht Qber eine Anionenaustausch-Chro- 
matographie gereinigt werden mussen, kOnnen mit Hilfe 
einer Gelfiitration (bevorzugt Biogel P2) weiter gereinigt 
bzw. entsalzt werden. Das Produkt eluiert als Triethylam- 
moniumhydrogencartx)nat-Salz. 
Positive Fraktionen werden mit den oben angegebenen 
Detektionsverfehren ermlttelt, lyophilisiert und bei -20*'C 
eingefroren. 

Die so gereinigten Proben wurden mit Hilfe der iH- 
NMR-Spektroskopie auf die richtige Struktur und even- 
tuelle, mit den envahnten MeBmethoden nicht erfaBbare 
Verunreinigungen hin untersucht und mit Literaturspek- 
tren verglichen. 
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Beispiel 4 

Untersuchung des Produktes mit HiKe der iH-NMR- 
Spektroskople (Liu et al.. J. Am. Cham. Soc, Vol, 114, 
p. 3901. 1992) 

1H-NMR:(300 MHz, D2O): 
5 1 .66(1 H. ddd. J = 1 3. 12 Hz. H-3ax), 2.05 (3 H, s, NAc), 
2.5 (1 H. dd, J = 13. 4.8 Hz, H-3eq), 3.46 (1 H, d. J = 9.6 
Hz. H-7), 3.63 (1 H, dd. J = 6.6. 12 Hz. H-9a). 3.9 (1 H, 
dd, J = 12, 2.4 Hz. H-9b). 3.94 bis 4.0 (2 H, m. H-8, H- 
5) 4.06 (1 H, ddd. J = 10,5, 12 Hz. H-5). 4.15(1 H, dd. J 
= 10. 1.5 Hz, H-6). 4.22-4.28 (3 H, m. H-4'. H-S"). 4.29- 
4.38 (2 H. m, H-3'. H-2') 6.00 (1 H. d. J = 5 Hz. H-l*). 6.13 
(1 H. d, J = 7.8 Hz, H-5"). 7.98 (1 H, d, J = 7.6 Hz. H-6") 

Beispiel 5 

Enzymatische Synthese von a-D-Neu5Ac-(2-6)-p-D- 
Gal-(1-4)-p-D-GlcNAc-0(CH2)6NH2 

Das gebildete Produkt ist von der Reinheit her fur 
enzymatische Umsetzungen (Sialyttransferase-Real^- 
tion) einsetzbar und aktiv. 

12 mg (25 jimol) p-D-Gal-{1 -4)-p-D-GlcNAc- 
0(CH2)6NH2 werden in 2 ml 0.05M Cacodylat-Puffer 
gelOst und mit 15.4 mg (25 iimol) nach Beispiel 2 herge- 
stellter CMP-Neuraminsdure. 1.5 mg Rindersemmalbu- 
min und 2 mg MnClz versetzt. Nach EInsteilen des pH 
auf 7.4 werden 40 mU a-2-6-Sialyttransferase (aus Rat- 
tenleber, Boehringer Mannheim) und 20 U alkalische 
Phosphatase (aus Kdlberdarm. Boehringer Mannheim) 
zugegeben und 10 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. 
Zur Aufarbeitung wird uber Biogel P2 (Biorad) mit Was- 
ser als Elutionsmittel chromatographiert. Nach Gefrier- 
trocknung erhdit man das Trisaccharid. Ausbeute: 1 1 mg 
a-D-Neu5Ac-(2-6)-p-D-Gal-(1-4)-p-D-GlcNAc- 
0(CH2)6NH2. 

1H-NMR(300 MHz, D2O): 
6 1 .35 bis 1 .42 (4 H, m, CH2-Spacer), 1 .54 bis 1 .7 (4 H, 
m, CH2-Spacer): 1.72 (1 H, dd, H-3ax). 2.04 (3 H. s, 
NAcNeu5Ac)» 2.06 (3 H. s, NAcgicnac). 2.68 (1 H, dd. H- 
3eq). 3.0 (2 H. t. CHySpacer), 3.5 bis 4.0 (21 H, m), 4.46 
(1 H, d, H-1-Gal). 4.56 (1 H, d. H-1-GlcNAc) 
i3C-NMR(300 MHz, D2O): 

6 22.35 (CH3-Neu5Ac), 22.63 (CHa-GlcNAc). 24.93, 
25.54. 26.97. 28.65 (Spacer-CHz). 39.72 (CHrNHz). 
40.40 (C3"). 52.18 (C5 '•), 55.20 (C2). 60.71 (C6). 62.97 
(C9"). 63.67 (06"). 68,53 (C7"), 68.72 (C4'. C4"). 70.64 
(CHrO), 71.03 (C2% 72.0 (C8"), 72.77 (C3. CS"), 72.85 
(C6 "). 74.0 (C5'). 74.78 (C5), 81.1 (C4). 100.8 (C2"). 
101 (CI). 104(01*) 173.5(C1"), 174.5(Ac-GlcNAc). 175 
(Ao-Neu5Ac) 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Zucker- 
nukleotiden aus biologischen Quellen. bei welchem 
eine notwendigenfalls von unlOslichen Zellbestand- 



536 Al 10 

teilen befreite, zuckernukleotidhattige LOsung. die 
ein Zellextrakt Oder eine ReaktionslOsung eines 
enzymatischen Reaktionsansatzes sein kann. nach 
Entfernung gelOster Proteine mittels alkoholischer 
Proteinfailung bis zur Trockne eingeengt. der resul- 
tierende, zuckernukleolidhaltige Ruckstand in 
einem Laufmittelgemisch aufgenommen und an 
Kieselgel chromatographiert wird. dadurch gekenn- 
zeichnet, daf3 der zuckernukteotidhaltige Ruckstand 

10 in einem aus einer Mischung eines kurzkettigen 
Alkohols mit einer 0.5 bis 1 molaren wdBrigen 
LOsung eines Ammoniumsalzes in einem Volumen- 
verhaitnis von 1 :1 bis 1:10 bestehenden Laufmittel- 
gemisch aufgenommen, mit trockenem Kieselgel 

75 vermengt als zdhe Masse von honigartiger Konsi- 
stenz auf eine chromatographische Sdule mit han- 
delsQblichem Kieselgel beliebiger Kbrngr06e als 
stationarer Phase auf getragen und mit dem genann- 
ten Laufmittelgemisch unter Druck eluiert wird. 

20 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, da8 das Laufmittelgemisch aus einer Mischung 
eines kurzkettigen Alkohols mit einer 0,5 bis 1 mola- 
ren wd3rigen LOsung eines Ammoniumsalzes in 

25 einem Volumenverhaitnis von 1 :1 bis 1 :2 besteht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 das Volumenverhditnis 1 :1 ,25 betrdgt. 

30 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet. da3 die wdBrige LOsung 
des Ammoniumsalzes 1 molar ist 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. 
35 dadurch gekennzeichnet. da3 der kurzkettige Alko- 

hol 2-Propanol ist. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5. 
dadurch gekennzeichnet, daB das Ammoniumsalz 

40 TriethylammoniumhydrogencarlDonat ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet. da3 das Zuckernukleotki 
Cytidin-Monophosphat-N-Acetyl-Neuraminsdure 

45 ist. 
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